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Ⅰ 序論
正常細胞は晋通静止期 (G匂) にあり ､ 適当な刺激に より細胞分裂を起こ し増殖
を開始する ｡ その 刺激の 一 つ と して各種ホル ホ ン が ､ その 標的組織の DNA合成を
誘発するが ､ これ らホル モ ンが直接 DNA 合成を促進するの で はなく ､ その 前に ､
複製前期 (G-) を経て DNA合成に導かれる ｡ 現在 ､ 細胞増殖の分子機械はあまり
購 っ て い な い が ､ 増殖の きかんな細胞で は 一 般に rRNA合成が促進きれる事
(Tsukada a Liebe r m a n, 19641 ,2; Mu r a m a七su & Bu sch, 1965;Bailey e七 al. ,
1975,1976; Jac ob 良 Ro s e1978)､ 蛋白質合成阻害剤で 蛋白質合成を 阻止すると
rRNA合成も抑制きれ る事 (Tsukada 良 Liebe r m a n, 1965; Mu ra ma七s u e七 al. .
1970) が知られて おり ､ ホル モ ンに よる ､ 代謝回転の 速い蛋白質の 誘導に依り
rRNA合成の 活性化が起 こり ､ 引書続 いT
-
DNA合成を伴う細胞の 増殖を導いて い
ると考える事もで き ､ こ の 機構の 解明は重要な研究課題とな っ て いる ｡
真核細胞の RNA ポリメ ラ ー ゼ は Ro ede r と Ru七七e l, に依る巧み な可‡馴ヒと DEAE-
Sephade x に依る分画で ､ 溶出きれ 馴 削こ RNAポリメラ ー ゼ Ⅰ , Ⅱ . 打 と名付けら
れ た . ま た同じ墳 Cha mbo n らが ､ RNA ポリメ ラ ー ゼ に α - アマ ニ テンの感受性に
差の ある事を見い出し ､ 非感受性の物をA ､ 感受性の ある物をBと名付けた｡ 後
に ､ Ⅰは A に対応し ､ 核小体に局在し rRNA前嘗区体を合成する事 ､ IIは王=こ対応
し ､ 核質で ‖nRNA.を合成して いる事が判明し た｡ またⅢ は高濃度の α
- アマ ニ テ
ン に の み感受性を持 つ C に対応し ､ 核質で 七RNAや 5SrRNA の合成を司 っ ている
事が明かとな っ た (Chambo n, 1975; Ro ede r, 1976) こ の様な RNAポリメ ラ ー ゼ
の 多様性は原核細胞に 見られな い特徴で ある ｡
真核細胞の rRNÅ遺伝子は､ 通常ハ ブロ イ ド遺伝子当り数百個存在し ､ 1 - 敬
個の染色体に 直列 (ta nde m) に ク ラスタ ー を形成して い る ｡ こ の部分で rRNA前
駆体 ( 哨乳類で は 45SRNA) が RNAポリメ ラ ー ゼ Ⅰ(A) に より転写され ､ 核小
体を形成す る ｡ rRNA前駆体は 18S, 5.8S, 28SRNAをポリシ ストロ ニ ック に転写
したもの で ､ 種 に より異な るが ラ ッ トで は 約 14000 ヌク レオチ ドの大ききがあ
り ､ 転写後プロ セ シ ン グの 過程で各々 成熟し た rRNAを生じる (Grurnn7t, 1978;
Solln e r-uebbe七 al. , 1985; Pede r s o n et al. , 1986: Sollner-Uebb&To w e r,
1986)｡ この 様に rRNA遺伝子は数は多いが 一 種類で ある為 ､ 単離核や 単離核小体
を用い て ､ 其の 合成機構か研究 きれ て きた ｡ ま泡近年 ､ rRNA遺伝子 が単離きれ､
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遺伝子工学の 技術を用い た 山 地 七ra n s c riptio n の 研究屯進み ､ 転写開始に
は ､ 幾 つ かの 蛋白質性の 因子が必要で ある事が明かとな っ て きたが ､ まだ不明な
点が多く ､ ホル モ ンによ る調節機構も明かで はない ｡
一 方 ､ 種々の ホル モ ン が其の 標的組織で生理的作周を発現する為に は ､ 其のホ
ル モ ン に特異的な受容体蛋白質と結合する事が必要で あるときれて い る ｡ ペ プチ
ドホ ル モ ンやカテコ ー ル ア ミ ン は､ 細胞膜に 存在す る受容体と結合し､ 細胞内に
情柁カヾ 伝達きれ るが ､ 其の 時 ､ ア デニ ル 酸シ ク ラ ー ゼ の 活性化に より ATP から
cAMPを生成し この cAMPが s e c o nd m e s s e nge r と して 蛋白質燐酸化酵素 (Å キ
ナ - ゼ) を活性化する機構 (Suthe rla nd, 1972; Schr a m m e七 al. , 1977;Ro ≦s良
Gilm a n, 1980; Cohe n,1982) と ､ 受容体の刺激に 依りホ スホリパ ー ゼCが活性化
され ､ 細胞膜の燐脂質で ある ホスフ ァ チジル イノ シ ト ー ル ･ 1,4,5一 三燐酸が分牌し ､
ジ アシ ル グリセ ロ - ル とイノ シ ト ー ル :I.4,5一 三燐酸が生じる ｡ これ に依り細胞内
の C a2 十 イオ ン漉度が上昇し ､ Cキナ - ゼと呼ばれる ､ 蛋白質燐酸化酵素や
C a 2 サ ー カル モ ジ ュ リ ン依存性の 蛋白質燐酸化酵素を活性化きせる機構がある
(Fis che r,e七 al. , 1984; N ishi2 uka e七 al. , 1984; Hir a s a h･ 良Nishi2 uka,
1985; Kikka w a良Nishi2uka, 1986)｡ こ れに対し甲状腺ホル モ ン (Oppenheim e r
良 Su rlくS,1975;Ta七a, 1975; Oppe nheim e r, 1983) とステロ イドホル モ ン (I/ting
良 Gr e e n e, 1984;Uelsho n e e七 al. , 1984) の受容体は核に存在 し (グル コ コ ルチ
コ イド受容体の核内局在性はま だ証明きれて い ない Ån七akley 良 ヒis e n, 1984;
LLlkola e七 al. , 1985) ホル モ ン と結合した受容体が特定の遺伝子の プロ モ ー タ ー
の 近傍や エ ン ハ ンサ ー 領域に 結合して ､ こ の遺伝子の発現を調節して いる事が
明か とな っ て きた (v o nde rA he e七 al. , 1985; Ya m aln O七o, 1985; Be ato e七al. ,
1985;Scheide r ei七e七 al. , 1986; Ueinbe rge r et al. , 1985; Gr e e n良Cha mbo n
1987)｡
ス テ ロ イ ドホル モ ン受容体 一 複合体が ､ ク ロ マ チ ン上の 特定の 部位 (アクセプタ
ー 部位) に 結合し ､ 特定の 遺伝子を活性化 (な い し は不活性化) するという考え
は幾 つ かの mRNA合成系に つ い て の 研究に より支持きれ て きた ｡ rRNA合成に於て
も ､ Be a七oらの 一 輝 (Scheide r eite七 al. , 1986) が ､ iB 地 系で ､ 肝から精
製 したグル コ コ ル チ コ イ ド受容体の ､ マ ウ ス rRN A遺伝子の転写開始部位へ の結
合と ､ 其の 後の ､ 転写反応の 促進を報告して いる ｡ しか しステ ロ イドホル モンに
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依る rRNA 遺伝子の 発現が mRNA の場合と同じ機桔で 起こ るとす るの は早急であ
る ｡ むしろ ､ こ れまで の単離核を用 い た研究からは子宮の エ ストロジ ェ ンの 作用
(Nic ole七七e 良 Bable r,1974)､ 前立腺の ア ンドロ ゲンの 作用 (Ho s oya et al. ,
1978)､ 肝の甲状腺ホ ル モ ンの 作用 (Zo【1 Cheddu e七 al. , 1977) などの 場合に於て
示された様に rRNA合成で はホル モ ンが 直接 rRNA遺伝子に 働く の で はなく､ 非常
に代謝回転の速い 蛋白質 (sho r七 Iiv ed pr otein(s))の合成を介して ､ ニ次的に
働く可能性が示きれて い る ｡
そ こで 著者はラ ッ ト肝に 於て ､ ステ ロ ドホル モ ン と甲状腺ホル モ ンが rRNA速
伝子に 直接働くの か ､ 或 は ホ ル モ ンに 依り合域が制御きれ･T いる sho r七 Iived
pr otein(s) を介してい る の か ､ また ､ 肝に於て はこ れら以外の ペ プチ ドホル モ ン
の rRNA合成に及ぼす作用があるの か ､ ホル モ ン相互の 関係は ､ と い っ た問是郎こつ
い て 調べ る事に した｡ 実験は まずⅢ章で RNA合成の研究で 従来より用いられて
き た ､ 単離核に 於ける RNAポリメラ ー ゼ Ⅰの 活性測定の 方法に 依り ､ 副腎を摘出
したラ ッ トにデ キサメ サゾン とシ ク ロ へ キ シ ミドを投与し た場合の 活性の 変動と ､
併せて 免疫化学的手法に 依りデキサメ サゾ ン投与彼の RNAポリメ ラ ー ゼ Ⅰの酵素
豊の 変動を測定 した ｡ 次に Ⅲ章で は､ jB V I V Oで 実際にデキサメ サゾン に依り合
成きれ る rRNA前駆体重の 相対的変動をク ロ ー ン 化した rRNA
'
遺伝子を用いて ハ
イプリダイゼ - シ ョ ン法に 依り測定した ｡ 最後に Ⅳ葦で は､ 肝の rRNA 合成を制
御して いるグル コ コ ル チ コ イド以外の ホルモ ンと して アン ドロ ゲン ､ 甲状腺ホル
モ ン 或は成長ホル モ ンに 依る作用と ､ こ れらホ ル モ ン間の 相互作用 を調べ る目的
で ､ 去勢 ､ 甲状腺摘出及び 脳下垂 体摘出と ､ 其れに 各種ホル モ ンとシ ク ロ へ キシ
ミ ドを投与した時の 単離核 に於ける RNAポ リメ ラ ー ゼ Iの 活性と酸素量 の変動を
測定し た ｡ 以上の 実験で得 られた知見と其の 考察を述 べ て いく ｡
略語表
本論文に おい て は以下の 略語を用 いる ｡
pr e
- rRNA, リボゾ ー ム RNA前駆体; rDNA, rRNA達伝子; pol I, Ⅱ , Ⅲ , RNAポ
リメ ラ ー ゼ Ⅰ , Ⅱ , Ⅲ (EC 2.7.7.6);【)e x, デ キサメ サゾン (9-Flu o [･o - 11β ,17,
21, - trihydr o xy-16α - methylpr egn a- 1,4-die n e,3,20-dio n e); 1gG SORB,
,
S
v
t5 Xq.触 Io c o c しIS製 放 支, Co v a nI str ain; PMSF, phe nylm ethan e sulufc)n)′l
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f一u o ride; DTT, dithio七hr ei七ol; EDTA, e七hyle n edial¶in etetr a a c etic acid;
PCA, 過塩素酸; PIPES, Pipe r a zin e-”,N' - his(2 - et.ha n e s ulfonic a cid)
･
.
BSA, 牛血清ア ル ブミ ン; Rl, ラジオ アイソト ー プ;U, ウリジン
_ 斗 -
Ⅲ グル コ コ ル チ コ イドと シク ロ へ キシ ミ ド投与後の単離核に 於ける R NAポリ
メラ ー ゼ Ⅰの 活性と酵素豊の変動
Ⅱ - 1 緒言
グル コ コ ル チ コイドは糖質代謝に 関与する ステ ロイドホ ル モ ンで ､ 副腎皮質よ
り分泌される が ､ 糖新生以外に も ､ 抗炎作用 ､ 免疫抑制作用等 ､ 多彩な働きをし､
生命の維持に必須なホル モ ンで ある ｡ 肝細胞に おい て は ､ 糖質代謝を 調節して い
る pyr u v a七e carboIYyla s e, phopho e n olpyru v a七e c a rbo xykin a s e, fru cto s e-1,
6- dipho sphata s e, glu c o s e- 6- phospha七a s eとい っ た酵素の 合成を 高める事は よ
く知られて いるあるが ､ そ れとは別に rRNA合成の促進に つ い ても多くの報告が
ある (Gre e n -n a n et al･ , 19 65; Dahm u s&Bohn er, 196 5; Feigels on &
Feigels o n, 1965;Ja c ob, e七 al･ , 1969)｡ 以上の 様にグル コ コ ル チ コ イドは ､ 肝
及び肝由来の 細胞で は同化的に 作用するが ､ リ ンパ 系の 細胞で は強く異化的に作
用し rRNA■ 合成は抑制きれる (rtallaha n et al. , 1973; Bo rthuick良Bell,
1975,1978; Cidlo uski, 1982; Ca v a n a ugh良Tho nlPS O n, 1983;Ue nlbin sい &
Bell, 1984). この様に細胞の種類 に より見か け上異な っ た働きをする ､ グル コ コ
ル チ コ イ ドの 遭伝子発現の 機構に つ い ては ､ まだ 一 致した見解が得られてL.､ない ｡
グル コ コ ル チ コ イドの 肝の rRNA合成促進は当初 ､ pot Iが修飾を受けて活性が
増加する (Sajdel 良Jac ob, 1971;Todhu n七e r e七 al. , 1978) とい う説､ 或は
pot I 自身の 豊が増加する (Yu 良Feigels o n, 1971, 972.1973) という説が出き
れ たが ､ Seke risと Schmid七 (1973) はこ れに反対し ､ 醇寮自身が質的 ､ 或は量的
変動する の で はなi-､ グル コ コ ル チ コ イドが sho r七-liv ed pr otein(s) の ･合成を
介して pol I活性を制御して い ると報告した ｡ これ はエ ストロ ジ ェ ン(Nic｡Ie七七e
良 Bell, 1974)､ 甲状腺ホル モ ン (Zo n cheddu e七 al ‥ 1977)､ ア ンドロゲ ン
(Hos oya et all , 1978) の場合と同様で ある事に なる ｡ ま た Bellら-(Bell良
Bo rthtJick
, 1976,1979;Bo rthuicka bell, 1975,1978, De mbin sk i, 1984) 屯 ､
胸腺細胞に おけるグル コ コ ル チコ イ ドによ る rRNA合成の 抑制も ､ sh. rt, -liv ed
pr otein(s) の童を減少ざせる為で乙まな い かと述 べ て いる ｡ これ に対し Dabe v aら
(Dahe v a良 Iko n?nova ,1g82; Dabe v a e七 aI･ , 1984) は､ 肝に お いて ､ グル コ コ ル
チ コ イ ドは ｢RNA の合成段階で はな く ､ エ ン ドヌク レア - ゼを活性化する事で ､
_ う ー
p｢ e
- 州A のプロ セシ ングを促進する働きが主琉で あると主弓長して い る ｡ Ft.e〉′ と
Seifa r七(1982) は､ また別な実験から肝の グル コ コ ル チ コイ ドによる rRNA合成
の 促進は =RNA合成を抑制した場合も起こると報告して いる ｡
著者の 研究室で は､ これ まで に ラッ ト前立腺の rRNA合成に 対するアンドロ ゲ
ン の 作用を ､ 単離核に 於ける pol I の活性測定 (
”
e ngaged
” fo I,nlと
”
fr e e
”
fo ｢I-I) により行 っ て 聾た ｡ 既に去勢したラッ トに アンドロ ゲ ン及び シク ロ ヘ キシ
ミ ドを投与した後の polI の活性の 変動か ら前立腺に於 で ､ ア ン ドロ ゲン依存性
の sho rトIiv ed pr otein(s) の 存在を示唆して い る (Hoyo由 e七 al. , 1978;
Su z ukie七 al･
, 1984)｡ そ こで 肝に於けるグル コ コ ル チコ イドの 作用も ､ まず単
離核の系を用 いて pol I の活性測定の 実験を行い ､ 前立腺の ア ンドロ ゲンの場合
と比較する事に した ｡ ま た併せて 肝から精製した pol I の抗体 を用 いてグル コ コ
ル チ コ イ ドに よるpol I の量的変動も調べ た｡
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Ⅲ 材料と方法
Ⅲ - 2 - 1 材料
[5,6 - 3‖]UTP(40Ci/mm ol) はAm e r sha mより､ ヌク レオチ ド三 燐酸はヤマサ醤
油より ､ チオアセトア ミ ドは ､ =e r clくより ､ De x と po-y [d(A-T)] はSigm aより ､
IgG s orb は En 2ynTeCe■n七e rln c･ より ､ その 他の 試 射ま和光純薬エ業より購入し
た ｡ ラ ッ トは高杉実験勤吻より購入したもの を 2 - 3 日飼育して 削 ､た｡
Ⅲ - 2 - 2 動物の取扱 い
W is七a｢系オスラ ッ ト(5 - 6 週軌 120- 150g) の 副腎を摘出磯 ､ 5 - 7 日合成
餌 (オ リ エ ンタル M F) と生理食塩水を常時与えて 飼育した｡ 飼育室は 25oC に
保たれて おり 7:00- 19:00h の 間は明､ 19:00･ 7:0 0h の間は時に調整きれて いた ｡
ラ ッ トは 一 夜絶食し､ 翌朝 10:00h に殺した . シ ク ロ へ キ シ ミ ドは体重 100E 当
り 400LLg を生理食塩水に溶解きせ ､ 腹腔内に投与した ｡ 【)e ^J 並びに 他のグル コ
コ ル チコ イドは 30富(v/v) エ タ ノ ー ル を含む生理食塩水に 溶解きせ ､ 同じく惇艦
内に投与した｡
Ⅲ - 2 - 3 単離核の 調製
断頭後､ 冷生理食塩水で 肝を擢読後 封書豊 (u/v) の 高弓長蕉糖 掛夜 (2.2卜1
s u c r o s e/10mM NgC12/1mM PMSF)で ホモi)
.
ナイ ズした複､ 57000Xg lh 遠心 (日立､
27- 2) の 沈澱を 0･5倍量(”/v) の溶紹 (0･34M su c r o s e/50mM Tris- ‖C】 /0.5m卜I
P卜1SF/1mM DTT, pH 7.9)で 懸濁して単離核と した ｡
Ⅱ - 2 - 4: 単離核に おける pol I の活性測定
こ の 系に おい て pol Ⅲ の活性は po- Ⅰ の 5%以下で 無視で きる と考えられる ｡
”
e ngaged
” fo r mの活性は Suz ukiら(1984)の方法 を改良して 用い た ｡ 100plの核
懸濁招 (α - アマ ニ テン を反応液中で 最終膿度が 1LLg/ml になる様 に ､ あらか じ
め加えて おく) を 25oC で 5分間プレイ ンキ ュ べ - シ ョ ン を行い ､ それに 25oC
の 反応招 ( 最終洩度､ 33･3m= Tris - HC-/0･6nrl ATP
,GTP,CTP/0･03 州 UTP/1J.lei
[3H]しITP/ 帥川 gC12/50m卜l(NH4)2SO4/0･33mM DTT,pH 7･9)150iltを加え8分間
イ ンキ ュ べ - シ ョ ンを行 っ た ｡ ‖fr e e” fo r川の活性は 洞 L;
.
く Su 2 uk絹(198Ll) の
方法を改良して 伺い た ｡ 同じく α - ア マ ニ テ ン を含む 25Jll の核懸濁液を 25GC
で 5分間プ レ イ ンキュ ベ - シ ョ ン を行 い ､ それ に 25oC の反応痛 (5LL呂 の アクチ
ノ マ イ シ ンD と 15LLg の poly [d(A- T)]を含む以外は上記o
･
jもの と同じ組成)
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50LLl を加え20分間イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ンを行 っ た ｡ 反応停止の 隙は 2ml の冶10E
PCAを加えた ｡ 酵素活性は ‖e ngaged” fo r mは DNAIOOLLg 当り 8分間､ ”fr e e”
fo r mは､ DNA 25ILg 当り 20分間に散不溶性画分に取り込まれる U卜IP の塵で 表し
た ｡ 川o s oya e七 al. , 1984)｡
Ⅲ - 2 - 5 pol I の精製並びに抗体の作成
ラ ッ ト肝よ りの polIは 卜Ia七s uiら (1976) の方法を改良L/て高収量の精製品を
得た ｡ 一 回の 精製に 降し 80g の ラットを4: 0 匹用 い ､ 殺す 24h前に チオアセ ト
ア ミ ド (5mg/loos body wt･)を腹腔内に投与 (Anders on e七 al. , 1977;Le on a rd
良Ja c ob, 1977)した ｡ 約 250g の 肝よりス タ ー トし ､ Higa shin akagaI.･aら (1972)
の方法で 調製した核小体を 0･3M(NH4)2SO4 を含む s‖c r o s e溶招中で 音波処 軌 こ
より polI を可溶化し (Ro eder良Rutte r, 1970)､ 以下 Sephade,t･ G- 50 による会
合したク ロ マ チ ンの 除去 ､ 硫安分画 ､ DEAE･ Sephade/y A- 25カラムク ロ マトグラフ
ィ
ー
､ Phopho - c ellu】o s eP- 11カラムクロ マ トグラフ ィ ー ､ I . Ⅱ を連続で行い ､
最終的に 40h以内で ､ 0･5-1.Oml(50 州 Tris -=Cl/0.5 州 DTT/0.lmH EDTA/250mM
(NHS)2SO4/ヨo岩, v/v , PH 7･8) 中で ､ 650U′mg pr o七ein の 比癌性の pol Iが 150
-200LLg の蛋白質豊分得られ た｡ これ を等倍畳の 完全 fre u ndアジ ュ バ ン ドと混合
し ､ ニ 匹の モ ル モ ッ トの 皮下へ 注射した ｡ 免疫は ､ 隔週に行い最終的に最初の 投
与 から 12- 16週後に 抗血清が得られ患 o コ ントロ ー ル IgG は非免疫のモ ル モ ッ
トの 血清から 硫安分画に 依り調製した ｡
Ⅲ - 2 - 6 免疫滴定
一 グル ー プに つ き三 匹の ラッ トを用い た ｡ 肝 (20?,) の核より得られ た 粗核小
体に対 し , 0･5倍量 (”/v) の 0.88Ms u cros e/0.05m卜川 gCl2/0.2富 Trit. nX-100
中で もう - 度音波処理を行 い , 2000Xg 30分間遠心後の 沈澱を精製核小休とL/た｡
この 沈溺を 1･5mI の溶液 (10--1M Tris -‖Cl/1M s u c r o s e/5m卜1 DTT, pH 7.9) 中で
緩やか に ､ 5 分間捜拝し た後 ､ 1.5卜1(Nt14)2SO4 (pH 7.9) を加え ､ 最終濃度 0.3M
に し､ 30分間ス タ ー ラ ー によ り捜押する ｡ その 後10秒間音波処理 を行い全 叩l i
とする ｡ 免疫滴定は ､ Naka nishi&Nu m a(1970) の原理 に
'
:i,Yい行 っ た ｡ 33.3ill
の 反応滴中10LLgPr O七ein の 抗血清と po] Ⅰ(30- 300mU)を OoC で 一 時間イ ンキュ
ペ - シ ョ ン後 ､ 33･3jlg の IgG So rb(1.33iLl)を加え更に 20分間インキ ュ べ -
シ∃ ン後 ､ 10000Xg で 20分間遠心 し､ 上清に 残 っ た po暮Ⅰの 活性を測定した. 皮
- 8 _
応溶液 は ､ 金堂 60LLl (2il m OI Tris- HCl /0.6LL m OI MgCl2 /19.8n m oI DTT /36
n ローOI ATP, CTP, GTP /1･8 n m oI UTP /1LLCi[3H] UTP /30LLg BSA /10LLg 仔牛
胸腺 DNA/ 60ng α - アマ ニ テン/酵素溶液､ 硫安漉度は 150mM で 一 定)で ､ 30oC
で 2O 分間のインキュ ベ ー ショ ン中､ 酸不溶性画分に取り込ま れる Rlを測定した｡
pot I活性は反応中 ､ 一 分間に 1pm ol の UMP が RNA に取り込まれる場合1 ユ ニ
ッ トと した ｡
Ⅲ - 2 - 7 UMP/U の分析
”
e ngaged
”
for m の 反応 ( [3H]UTPはチュ ー ブ 一 本当り 6.8JICi 使用) を行
つ た後 ､ RNA沈澱を ア ル カリ加水分解に より ､ ヌク レオチ ･ドとヌク レオ シドに分
解後 ､ 活性炭に 吸着きせ ビリジ ン - エ タノ ー ル 系で 抽出する (Ba rr上′良 Go r ski,
1971)｡ 抽出物は ポリ エ チ レ ンイミ ンセル ロ ー ス薄層プ レ ー 小 (Poly岩r a nlCe1
300Pet;Ma che r ey- Na苫el Co l)に ろ ポ ッ ト し､ Ra nde r athと Ra nderath(1967)
の 方法で 展開し ､ U と UMPを分離する ｡ 星旦ノッ ト の 位置は U＼
/ 照如 こより確認
する ｡ 取り出したゲル を 0.1卜1 の HCl, 川 中に 30-60分間放置し､ その後シ シ
テ レ 一 夕 - を加えて Rl のカ ウントを測定した ｡
Ⅲ - 2 - 8 蛋白質並びに DNA定量
DNA定量 は仔牛胸腺 DNAをス タ ンダ ー ドと して 用い Bu r七o n法 (1956) に依り
行 っ た ｡ 蛋白質定量 は BSAをスタ ンダ ー ドとして 伺い Br adfo rは (1976) に依
り行 っ た ｡
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Ⅱ - 3 結果
Ⅱ - 3 - 1 肝単離核に おける pol I活性に及ぼす グル コ コ ル チ コイド投与の
効果
種々の グロ コ コ ル チ コ イドを 副腎摘出ラッ ト ヘ 投与6 時間後に おける 核の
pot I の
”
e ngaged
”
fo r mの 活性を調 べ た (Table 1)｡ す べ て のグル コ コ ルチ コ イ
ドは活性を増加きせ たが ､ 最も効果的だ っ たの は合成グル コ コ ル チコ イドで ある
De x(50LLg/loo告body wt.)で あ っ た ｡ De x投与の 量 的効果は 体重 100gに つ き 5
〃gで現れ25iLg でプラト ー とな っ た ( デー タ - ､ 不掲載) . 従 っ て 以下 50/1g/
loos body w七. の投与量で 実験を行 っ た ｡ De/y を投与後 pol
一
Ⅰの
”
e ngaged
”
と
〃
fr e e
” fo r mの晴性の 経時変化を Fig.1 に示した ｡ 投与後6時間で
”
e ngaged
”
fo r mの描性はピ ー クとなりほぼ正常値まで 回復し た . しか し
”
fre e
”
fo r mの癌性
は 一 定で あり De x 投与に より変動 レなか っ た ｡ ま た poI Ⅱ の De x 投与による活
性の変動も認められなか っ た (デ ー タ不掲載) ｡
Ⅱ - 3 - 2 正常ラ ッ トと副腎摘出ラットと副腎摘出 へ De x を投与したラ ッ トの
肝のpol I の酵素豊の 変動
ホル モ ン 処理 による核の polI活性に 伴 っ て ､ pot I の酵素量が変動して い るか
どうか を pol I の抗体を用い て調 べ た ｡ pol I の抗体は モル モ ットより得られたが ､
部分精製 pol Iに 泡い して オクテ ロ ニ ー の 寒天 二 重拡散法に より単
一 の沈降線を
生じた (Fig.2)｡ この抗血清が免疫沈降反応に よ り ､ 酵素活性を減少させるこ と
を示し たの が Fig.3 で ある ｡ 正常ラ ッ トから の polI活性と抗体畳をグラフ にプ
ロ ッ トすると直線となりそ の等量点は ､ 抗血清 5, 10, 20Llg 蛋白質に対して そ
れぞれ 57.4, 94.4, 162.2mU でありほぼ比例して い た｡ 次に正常ラ ッ トと副腎摘
出ラ ッ トとそ れに De x を投与して 6hと 12h経たラ ッ トの 肝より ､ それぞれ
pot Iを調製し免疫沈降反応を行 っ たと ころ ､ す べ て の場合で同じ値の 等量点が得
られた (Fig.4)｡ この事に よ り 一 定量 の酵素蛋白質の 持 つ 活性は､ 同じでありホ
ル モ ン処理 に より ､ 酵素の 活性化は無い と考えれ る ｡ Table 2 で4 グル ー プの
pot I の等量点の値と核小体の 蛋白質当り ､ 或は DNA当りの 比活性を表した o De･h
'
- 2 4h処理 を除い て コ ン トロ ー ル の 値に対する有意差 は認め られなか っ た ｡ 即ちグ
ル コ コ ル チ コ イド投与後 Oh- 6h の範囲で は ､ pot I の量的変動は無いと考えられ
る ｡
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Ⅲ T 3 - 3 pol Ⅰの単離核に おける りe ngaged〃 fo rm の 活性に及ぼす シク ロ へキ
シ ミド投与の 効果
Fig･5 にシク ロ へ キシ ミド投与後の核の りe ngaged
”
fo r mの pol Iの活性の 経
時変化を示した ｡ シク ロ へ キシ ミ ドは最小量 (400LLg/ lo基body u七.) 投与した
(こ の 童で 肝の蛋白質合成は 90完 以上抑制される) ○ 正常ラ ッ トと副腎摘出後
De x 処理 6h の ラッ トはシク ロ へ キ シ ミド投与に よりの pol I の活性は速やか に
減少し 120分以内に 副腎摘出 レベ ル まで 減少し た o この 事は 前立腺の 核の
り
e ngaged
H for m の polI活性に及ぼす シク ロ へ キ シ ミ ドの 件用(Su zukie七 al. ,
1984)と矧以して いたが ､ po =1身性の 半減期が肝の 場合 約 15分に対し前立腺の
場合 60分であ っ た ｡ 副腎摘出ラッ トの 肝の核の ”e ngaged
”
fo r mの pot I活性に
対す る シク ロ ロ へ キシ ミ ドの 効果は､ 前ニ 者に 比べ て それ ほど大きく なか っ た ｡
この こ とに つ いて は考察の項で 述べ る ｡
Ⅱ - 3 - 4 pr e- rRNA合成の 伸長反応速度に及ぼす Dex の効果
核の polI活性の 測定 に おい て 伸長速度に De.y が影響して い るか どうかに つ
い て調 べ た ｡ まず最初に 副腎摘出ラ ッ トと それに De,11 を投与6 時間後の ラッ ト
肝の核の pr e- rRNA合成反応に おい て散不溶性画分に 取り込まれ る Rl の縫時変
化 を迫 っ たの が Fig･6 で ある ｡ 反応開始から少な くと も 30分棲まで乙ま2グル _
プに おい て 取り込まれ た Rl の比は 一 定で あ っ た ｡ 次に単離核で 合成きれた RNA
に 取り込まれ た Rlを加水分解後 ､ 薄層プレ ー ト上で 分離 し､ 3 ' 末端の U のカ
ウン トと 中間鎖の U卜1P のカウ ントの 比に より伸長速度の相対的比を比較した ｡ 結
果 は ､ Table 3 に示しをが ､ やはり副腎摘出ラ ッ トと De x 投与ラ ッ トに おい て
差は認め られなか っ た ｡ 以上の事か ら単離核 に おける pr e- rRNA鎖伸長速度に 及
ぼす De xの 効果は無い と考えられる .
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Ⅲ 一 旦 考察
単離核の poII O)活性測定を ”e ngaged” fo r mと ”fre e” fo r mに分けて行 っ た
が ､ 潤 者はク ロ マ チ ン上で 既に転写を開始して いる pol Iを ､ 後者は休止状態の
pot I の活性を測定して い る と考えられて い る (～/u' 197= 975)｡ グル コ コ ル チコ
イドを投与した場合の 肝の単離核の ”e ngaged
”
fo r mの polIの 活性に及ぼす効
果は ､ これ まで に 幾つ かの 研究室か ら幸陀 きれて い る ･ Todhuh七e rら (1978) は正
常ラ ッ トヘ コ ル チゾ ー ル を投与し た時 ､ 四時間後に核の pot I活性は極大 ( 正常
値の的ニ 倍) に なり六時間で は最初の 値に戻ると幸隠 して い る o Vu とFeigels o n
(1971) も正常ラ ッ トヘ 酢酸 コ ル チゾンを投与した場合 ､ やはり四時間核の poII
活性は約ニ倍に 増加すると専絶 して い る ｡ 著者も最初は正常ラ ッ トへ De x を投
与して核の polI の活性を測定して い たが ､ 再現性の ある結果が得られなか っ た ｡
おそらく実験の度に ラ ッ トに か かる スト レスの 速い に 依るもの ではないかと考え
た ｡ そ こ で正常ラッ トで はなく富帽 摘出ラ ッ トへ De x を投与したとこ ろ Fig.1
で示した様な De x 投与後六時間で核の po-Ⅰの 活性が極大となる再現性の ある結
果が得られた ｡ Dabe va と -ko n om o v a(1982) も富帽 摘出ラ ッ トへ ヒ ドロ コ ル チゾ
ンを投与 した場合 ､ rRNA ヘ の [H c] オ ロ テン酸の 取り込 みは六時問で 約二 倍に
増加し極大となる事を報告し て おり ､ 正常ラ ッ トと副腎摘出ラ ッ トの場合で はグ
ル コ コ ル チ コ イ ドに対する応答が異なる様に考え られ る｡
De x によ り誘導きれ た 〃e ngaged‖ for m の pol I活性はシクt=へ キシ ミドによ
り速やか に 消失した (Fig･5) が ､ 正常ラ ッ トの 場合も シク ロ へ キ シミドにより同
じ様に 速や か に pol I活性が消失する事と併せて 次の様に考えられる ｡ 正常ラッ
ト肝の pr e- rRNA の合成 は2 つ の タイ プの po = →こより行われ て いる ｡ 約 50諾の
合成はシク ロ へ キシ ミドに感受性の 無い po] Ⅰ により ､ 残りの 50岩 はグル コ コ ル
チコ イ ドに 依存 して おり ､ シク ロ へ キ シミ ドに感受性がある ｡ この 考え方は基本
的に はア ン ドロ ゲン に よる前立腺で の rRNA合成制御 (=os oya e七 al. , 1978;
Su 2 ukie七 al･
･ 1984) また､ エ ストロ ジ ェ ン によ る子宮での rRNA合成制御
(Nic ole七te 良Bable r, 1974) と同じ考えで ある ｡ 若干 異なる点は ､ 去勢ラッ ト前
立腺で は核の pol I の活性はシク ロ へ キシ ミドで 減少しないが ､ 副腎摘出ラ ット
ヘ シク ロ へ キシ ミ ドを投与した 時は核の pol I活性が幾らか 減少す る点で ある
(Fig ･5)｡ 肝 に於て rRNA
･ 合成を制御するホ ル モ ン としT
l
､ アン ドロ ゲ ン ､ 甲 湖東
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ホ ル モ ン及び成長ホル モ ンが相加的に 働く (Tata, 良uidn e= , 19G6) という報告
もあり ､ そうい っ たホル モ･ンに もシクロ へ キ シ ミ ドの影響が表れた可台引生を残す｡
こ の 事に つ い て はⅣ 章で ふ れる ｡
シ ク ロ へ キシ ミドに よる pr e- rRNA合成の 阻害効果に つ い ては iD 地 或は培
養細胞を用い た実験で 数々 の報告があるが ､ rRNA の転写が代謝回転の 速い 蛋白質
に 依存 して い る為だとする説 (Tsukada 良Liebe r m a n, 1965; Mし1rnlatS u et at. ,
1970;Fr an 2 e-Fe rn a nde 2良Fo n七aniv e- Se ngu e s a, 1973; Gr o s s良Pogo, 1974;
La mpe r七 & Feigels on , 197旦; Lindel e七 al. , 1978) と そうで はなく ､ シクロ へ
キ シ ミ ドが ATPや ア ミノ酸等の プ ー ル を変化きせるとい う説(Farbe r良Fa rm e r
,
1973;Gru m m七 &G｢ u m m七, 1976;S七oya n o v a良 Dabva, 1980) がある ｡ Mishim aら
(1979)は ､ 培養細胞で の rRHA合成に対す るシ ク ロ へ キシ ミドの 研究からシク ロ
ヘ キシ ミ ドが ATP のブ ー ル を変化きせるの で はなく ､ 蛋白質合成にの み関わ っ て
い ると相告した o ま た､ Haimら (1983) は､ マ ウスを無蛋白質食で飼育した時､ 肝
の 核の pol I活性が約 ニ 倍に増加するが ､ ･この 増加は蛋白質合成阻害剤で あるバ
ク タマイ シ ン を投与する事で抑えられた事か ら こ の場合も pol I の活性促進に
sho ｢七- =v ed p｢ o七ein(s)が関与して い ると報告して い る ｡ 更に Pe r ro 【le-
Biz 2 0 Z e r Oら (1985)は ､ BALB/c 3T3細胞に シク ロ へ キシ ミドを作用きせると血清
に より誘導きれ た pol I活性の みが抑制きれ ､ 血清を加えない場合の pol I活性
は影響が ない と報告して い る ｡ シク ロ へ キシ ミ ドの神経系統 へ の副作用に つ い て
は ､ 確か に投与量が多い場合 (2mg/loo基 body w七. 以上) で その可能性を否定で
きな いが (S七oya n o v a良Dabe v a, 1980)､ こ こで は副作用が否定きれて い る量 (1
mg/100g body wt･ 以下) の範囲で 用い て い る事 (400LLg/long body wt.)､ シク
ロ へ キシ ミ ドの 作用が 15分以内と非常に 早く表れる (Fig.5) 事等を考え合わせ､
やは り sho rト =v ed pr otein(s) の 合成をシ ク ロ ヘ キシ ミ ドが抑制した結果と し
て核の pol I活性が抑えられ たと考えるの が妥当と思われる (Fa rbe r良Fa r m a r,
1973;Go]dbla七七 e七 al. , 1975)｡ ただ ､ 肝の rRNA合成 に対する これまで の研究
(Mu r a m a七su e七 al. , 1970; Be n e cke e七 al. , 1973;Schmid七&Sel(e r主s,1973;
Seke ris 良 Schm I
'
dt, 1973;Onishi, e七 al. , 1977) を 一 歩進めシク ロ へ キシ ミド
に よ り阻害きれるの はホル モ ンに 依存した部分だけで あーる事をは っ きりきせた ｡
正常ラ ッ ト ヘ シク ロ へ キシ ミ ドを投与した時肝の単離核
”
e ngaged
” fo r mの
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pot I の活性は上で 述 べ た様に速やかに 減少したが ､ こ の 時 pol Iを核より抽出し
て 活性を測定すると減少して いな い事は既に報告きれて いた (Bene cke e七 al. ,
1973; Schmid七&Seke ｢is, 1973;Ske ris &･Schmid七, 1973;Onishie七 al. ,
1977)｡ しかし今回始め て pol I の抗体を用い て ､ 高僧 摘出ラ ットとそれ に DeA･
を投与後の ラ ットの 肝の 核小体の polI の豊が =e ngaged
”
fo rmの活性に伴 っ て
変動しない 事を示した (Fig･4 と Table 2). また､ ”free” fo r mの活性が De x
投与に より減少しな い に も関わ らず､ ” e ngaged” fom lの 活性が増加する事
(Fig･1) か ら前立腺の場合 (Su 2 ulくi et al･ , 1984) と同称こ pol I の第三の
fo r mとして ”do r m a n七” fo r m即ち rDNÅ に結合して い るが ､ 転写を開始して いな
い pol の存在が考えられ る ｡
最近 ､ Ca v an a ugh と Tho mps o n(1985) はマ ウス 由来の Iympho s a rc o m a(P1798)
細胞の De x に よる rRNA合成の 抑制作用の研究で ､ 転写開始時に pot Ii(vt規つ か
の 開始因子と共に rDNA上で比較的安定な pr
-
eini七ia七io n複合体を形成し､ これ
に De x により合成が制御きれて い る ､ 蛋白質性の 開始因子 ( 彼らは TFICと名付
けて いる) が加わる事に より転写が始まると報告して いる ｡ 彼らはその後 TF(C
が シク ロ へ キシ ミ ド処理 により速やか に減少する とも報告して いる.(G｡kal e七
all , 1986)｡ Iympho s a r c o m aに 関する彼らの結果と肝に 於ける著者の 説を比べ る
と彼ら の言う pr einitia七io n 複合体を 形成して いる po] Ⅰが ､ 上で 述べ た
”
do r m a n七” fo r mに相当する と考えられ ､ TFICがグル コ コ ル チ コ イド依存性の
sho rトIiv ed pr otein(s) に相当す ると考え られ る ｡
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Ⅲ グル コ コ ル チ コ ドと シク ロ へ キシ ミ ド投与後の リボゾ ー ム RNA前馬巨体豊の変
動
Ⅲ - 1 緒言
Ⅱ章で グル コ コ ル チ コ イドによ る肝の rRNA 合成の制御はグル コ コ ル チアイド
依存性の sho rt-liv ed protein(s) の 合成を介して 行われて いると言う説を ､ 単
離核に於ける pol I活性の測定を中心と した実験より提唱した o と ころが Fr ey
良 Seifa rt (1982) と Scheide r eitら (1986) は ､ 肝で はグル コ コ ル チ コ イド受容
体複合体は rDNA に直接結合して転写を促進L,て い ると考えて いる o 前者は in
kiigで 亡ピ ー アマ ニ テン をラ ッ トに 投与し po-Ⅱ の 活性を抑制し､ これに De,y を
投与し ､ 30分後に肝の 単離核に於い て pol I の反応を行わせt=1 麦､ 合成された
RNAをクロ ー ン化した 払 ⊥迎 止の rDNA(18SrRNA の 5'末端と 28S[､RNA の 3,
末端) をプロ ー ブとして ハ イプリダイゼ - ･シ ョ ンに より定量した所 ､ 増加が認め
られた事か ら､ 後者は ､ 同じくク ロ ー ン化したマ ウ スの rDNA に､ マ ウスの肝よ
り精製したグル コ コ ル チコ イド受容体を加えた所 ､ pr e- rRNA合成開始領域に 結合
し ､ その後 RNA 合成が iB 地 で開始L/た (ま だ詳しい デ ー タ - は公開きれて
いな い) 事から上の考えを導い た ｡
こ れまで著者の用い てきた ､ 単離核の系は iQ 地 の 転写反応を最も忠実に反
映すると いう意味で 有利な面屯あるが ､ 留意す べ き欠点もある ｡ それは､ この系
では in viv o で合成を既に 開始して いる RNA鎖の 伸長反応の みを調 べ て いるも
の で ､ 反応中に reinitia七io n は起きな い ｡ ま た ､ iJl 地 の RNA合成と比較し
た場合 ､ 伸長速度も ､ 合成きれ た鎖の長きも in viv o に比べ て小きいという事で
ある o そこ で著者は この章で はク ロ ー ン化した ラ ッ トの 45SrRNA の転写開始位
置の 近傍の rDNA(Fin a n c s ek e七 al, 1982) をプロ ー ブと したS l マッ ピングの
手法に より in viv o で合成きれ た pr e- rRNA の相対量の 変動を直接調べ ､ 単離核
の 系で 得た結果と比較する事に した ｡
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Ⅲ - 2 材料と方法
班 - 2 - 1 材料
制限エ ン ドヌク レア - ゼ は ニ ッ ポン ジ ー ンの ものを使用した o 仔牛小腸由来の
アル カt]フ ォ スブ ヤ タ - ゼ と S lヌク レア ー ゼ は Bo ehringe r=n nheimより､ T4
ポリヌク レ オチドキナ - ゼ は宝酒造よ り ､ [r - 3 2p]ATP(4000Ci/mnol)は ICほ
り ､ Ⅹ線 フ イ ル ム は富士 フ イ ル ム よりそれぞ れ購入した ○ その 他の 試薬は和光純
薬工業より購入した ｡ ラ ッ トの rDNAは東京大学医学部の 村松教授より譲り受け
た (Fin a n c s ek e七 al.
, 1982)｡
Ⅲ - 2 - 2 動物の 処理と RNAの抽出
Uistar系オ ス ラ ッ ト(100- 130g) を用い たo 副腎摘出及び Dexと シク ロ へ キシ ミ
ド投与に つ い て は ､ Ⅲ - 2 - 1 に准 じて 行 っ た ｡ ･ 肝細胞の全 RNA の抽出は グ ア
ニ ジン チオ シ アネ ー ト ､ かソトフ ェ ノ ー ル 法 (卜ta nia七is e七 al･ , 1982)に より行
つ た ･ 即ち肝 1g を 5ml の 4卜け ア ニ ジ ンチオシ アネ ー ト /5m= Na- ク エ ン酸(p=
7･0)/0･1卜1β - メ ルカブ トエ タノ ー ル /0･5Ⅹ ゼリしコ シ ル 掛夜で ホモ ジナイズ後等
量の 60oC フ ェ ノ ー ル 溶液(フ ェ ノ ー ル :ク ロ ロ ホル ム :イ ソア ミル アル コ ー ル/
25:24:i)で 四回抽出質を行い l 更にク ロ ロ ホ ル ム 溶液 (ク ロ ロ ホル ム :イソア ミ
ル アル コ ー ル /24:1) で ニ 剛由出した o 調製した RNA乙ま分注 し . 70諾エ タノ ー ル 中
- 80oCで 保存した ･ こ の方法に より , 肝 1gから 4 - 5mg の RNAが抽出 (1mgの
RNA の OD2 8 匂=22と して 計算) きれ l アガ ロ - ス 電気泳動によ り RNa seの分解を
受けて な い事 を確認して 用いた c
Ⅲ - 2 - 3 S lヌク レア - ゼ マ ッ ピン グ
DNAプロ ー ブの 調製は Mania七isら(1982) の方法に 従 っ た . Fig.7 にラッ トrDNA
の45S｢RNA合成開始付近の 回を示したが ､ 45SrRNAはEc oRI /‖ind Ⅲ4.5-Kb のDNA
断片中の Sa7 7の下涜 166-b か らコ ー ドされてt･､ る(Fin a n s c elく et al. , 1982)｡
従 っ てDNAプ ロ ー ブは上記の4･5-Kb の断片のSal I /Hind Ⅲ(- 166- ＋126-b)断片､
重鎖 DNAの うち coding str a nd の5,末端へ のみ 標識し調製 した(- 106cpm/pm ol)｡
S l マ ッ ピ ン グは次の 様に 行 っ た ｡ 肝よ り抽出したRNÅ､ DNAブロ ー フ～ 0, 1pmol､
それにc a rie rとしてイ ー ス トの 七RNAを混ぜ､ 最終的にRNAの 塞がチ エ づ 一 本当
り20 朋 に なる様に調製し た後 ､ dry-1+Pした ｡ こ れ に10LLIQ) てOX/ilJL,ム ア ミ ド/
_ 2 1-
0･ 州 NaCl/0･ 4M P!PES(p‖ 6･8)/1mM EDTA を加え溶解後 ､ 90o(二で 5分間熱処理
を行い ､ 直ちに 56oC のインキ ュ ベ ー タ ー に移し ､ 朋寺問ハ イプリダイヤ - シ ョ ン
を行 っ た ｡ その後 に 90p] の 冷S l掛夜 (0･22卜1 NaCi/0･ 3M Na 一 酢臥 p = .5/
1mMZnSOd /SOUSlヌク レ ア ー ゼ)を加え ､ 45oCで 1時間反応複 エ タノ ー ル沈澱を
行 っ た｡ pr ote c七 された DNAは ､ 8完 ポリ アクリル アミ ド /7M尿素ゲル (Ma,1･a 川
良 Gilbe ｢七, 1980)に 流した後､ オ ー トラジオグラフ イ - を行いバ ンドをデ ンシト
メ ー タ ー ( 島津二 波長ク ロ マ トス キ ヤ ナ - CS9 10) により定量した o 各々の段階
で の試料の 回収率は 3 2p の c e r e n c o v r adiation をカウ ントし ､ 総て のチ エ ウ -
ブ で等し い事を確認した ｡
Ⅲ - 3 結果
まず正常ラ ッ トと副腎摘出ラ ッ トと副腎摘出後に 6h-De x 処理の ラ ッ トの ､ 各
々の 肝から抽出した RNAを豊を変えて S l マッ ピングを行 っ た結果が Fig.8 であ
る ｡ 293- b のプロ ー ブ (Sal I /‖ind Ⅲ)か ら 127- b O} pr o七e ct きれたバ ンドが得
られ た ｡ どの粂件の ラ ッ ト肝よりの RNA でも 0.い〕m ol の プロ ー ブ に対して ､ 少
なくとも 4〟g の RNAまで は定量性が存在した ｡
副腎摘出ラッ ト ヘ ､ De xを投与して か らの pr e- rRNA量 の経時変化を ､ 追 っ たの
が Fig･9 で ある . 127-b のバ ン ド副腎摘出に より正常ラ ､ソトのそ れの約 60完 レベ
ル まで減 少した｡ こ の結果 は Ⅲ - 3-1 の､ Fig .1 のパタ ー ン と 矧以するもの であ
り ､ 従 っ て pol I の”e ngaged
〃
fo r mの 活性は in vivo
映して い るもの と考えられる ｡
_ Z 2-
での pr e- rRNA の豊を反
Ec oRl
+ uj_
15k b H i-:州 5.6 k b
/
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班 - 4= 考察
著者が用い た DNAプロ - は 45SrRNA の合成開始の 周辺領域(Sa卜Ⅰ/‖imdm ,
- 167- ＋126, 293-b) を含むが ､ 18SrR=Aや 28SrRNAとい っ た領域は含まない
(Fig･7)｡ 従 っ て S lヌク レア ー ゼ処理で pr o七e c七 きれた 127-b の バンドの 矧ヒ
度の変動は転写開始時の pr e- rRNA鎖の 数の 変動に対応すると考えられ る｡ Fig.
10でグル コ コ ル チ コ イドに 誘導きれた pre- 州 A がシク ロ へ キシ ミ ド投与後ニ 時
間で消失した事実はⅡ章の 単離核の 実験の 結果と対応して おり ､ グル コ コ ル チコ
イド依 劉生の sho rト1 iv ed pr otein(s) がpolIの 転写反応の開始時に必要とす
る事を強く示す もの で ある ｡
Fr eyとSeifar七(1982) は､ これ と異な っ た結論を導いて いるが ､ 彼らの実験
に は妹問点が多い ｡ まず ､ 副 腎摘出ラッ トヘ Dex を投与後 30分で 核の 州 A 合
成がニ 倍に増加する と言 っ て いる が ､ 著者の 実験で はこ の様 に 掛寺問で De xの 効
黒ば認められなか っ た ○ また ､ 彼らは in viv o で
.
α - アマ ニ テンを投与して
polⅡの活性を抑制して い る が ､ この 点にも若干の 綻問が残る o 更に ､ 被らは &
jABHiB の rDNAの 18SrRNAの 5,末端と 28SrRNA の 3,末端の領域の み をプロ ー
ブとして 剛 ､て おり ､ 45SrRNA合成開始領域は含まれ て おらず ､ その 上単離核で
RNA合成を行 っ て おり ､ 彼ら の実験の 結果が正確に iD 山辺 を反映したものかど
うか疑わ し い ｡
Ⅱ - 4 でもで も述 べ たが Tho mps o nらは -ynpho s a r c o m a細胞に於ける rRNA合
成に対するグル コ コ ル チ コ イド作用の 一 連の 研究 (Tho r-1PS On' 1 980;Ca v a n a uれ
良 Thomps o n, 1983,1985,1986; Ca va n o ugh, e七 al･ , 1984; Wo od 良Tho mps o n,
1984;〕o od et al･ , 1 984; Gokal et a-I , 19 86) でグル コ コ ル チ コ イドに依り合
成が制御きれて いる ､ rRNÅの 転写開始因子で ある TF[Cの 存在を示唆して いる ｡
その事絶 で 彼らは 】ymbho s a r c oma(p1798) 細胞の培養液に シ ク ロ へ キシ ミ ドを加
えた時 ｢RNA合成は S lヌク レア - ゼマ ッ ピングで も ､ ･[3H] ウリジン の rRNA
ヘ の 取り込 み で も 二 時間で 90岩 減少する (この 時､ poly(A)RNA へ の [3H] ウリ
ジン の取り込 みは減少しな い) 事を示し ､ こ れは シク ロ へ キシ ミ ドに より sho r七
一 HJed な TFICが減少する為で ある と述 べ て い る (Gokal e七 al. , 1986). これ
は Fig･10 の結果と 一 撃す るもの で あり ､ 彼らの 言う TFICが 暮ymphosarc o m a細
胞で はグル コ コ ル チコ イ ドに より ､ その合成が抑制きれ､ 肝で は sho rb- = v ed
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protein(s) の 合成が促進きれ て い る事が考えられる o 一 方 ､ デ ー タ - は載せて い
な い が ､ ラ ッ ト前立腺 での アンドロ ゲ ン 依存性の rRNA 合成もシク ロ ヘキシミ ド
に より速やかに減少する事を ､ や はり S lマ ッ ピ ングで 碓 凱 た｡ 以上の 事から
著者は こ こ で示した shor - ved pr otein(s) を介した ､ グル コ コ ル チコ イドの
作用はス テ ロ イ ドホル モ ン による rRNA合成の制御機槽として 一 般性を持 つ 細
と考えて い る ｡
_ 2 8_
Ⅳ 甲 捌泉ホル モ ン ､ 成長ホル モ ン及び アンドロ ゲ ン を投与彼の単離核に於ける
RNAポリメ ラ ー ゼ Ⅰの 活性と酵素畳の 変動
Ⅳ - 1 緒言
前章ま で肝の rRNA合成に対する グル コ コ ル チ コ イドの 作 剛こ つ いて述べ てき
た｡ 他の ステロ イドホ ル モ ン ､ 例え ばア ンドロ ゲ ンは ､ その 標的組織 ( 前立腺等)
の ｢RNA合成制御の 大部分を与 っ て いるの で 他の ホル モ ンの 寄与は殆ど無視でき
る (‖os oya e七 al･ , 1978)｡ しかし肝の rRNÅ合成を制御するホル モ ンはグル コ
コ ル チ コ イド以外にも有り ､ そ れを 翻党する事はで き ない ｡･ 例えば Widnellと
Ta七a (1966) はラッ トの ､ 脳下垂体 ､
▲
尊丸､ 或は甲状腺を摘出した後 ､ 各々のホ
ル モ ンを投与して ､ 肝の 単離核 の RNAポリメ ラ ー ゼ清性を測定した実験から､
potⅠの活性はアン ドロ ゲ ン ､ 甲状腺ホル モ ン及び 成長ホル モ ン に より支配きれて
おり ､ こ れら は相加的に 働い て いる と結論して い る . しかし彼らの ア ッ セイ法は
古いもの で ､ α - アマ ニ テ ンで po-Ⅰと po- Ⅱの活性を厳密に 分けて おらず､ 再検
討する必要が ある ｡
その 後 肝 の pol Iの 活性が アンドロ ゲン により変動する事は追試されて いな
い が ､ 甲状腺ホル モ ン に つ い て は ､ Zo n chedduら (Viar e ngo e七 al. , 1975;
Zo ncheddu et all , 1977) とtga r a shiら (1980) に より ､ また､ 成長ホル モ ン に
つ い て は Salnla nら (1972)､ Bo=aと De n ckla (1979) 及び Iga r a shi6(1983)に
依り柁告された ｡ しか しグル コ コ ル チコ イ ドの作用と の 関係は調 べ られてい ない ｡
甲 捌泉ホ ル モ ン に依る肝 rRNA合成の促進作用も ､ シク ロ ヘ キシ ミ
ー
ドで速やかに
抑制きれる事から ､ sho rt- = v ed
'
pr otein(s) の合成を介すると いう報告もある
(Zon cheddu et al･ , 1977)｡ しかし彼らの 考える sho rt-liv ed pr o七e=1(s) と著
者の 唱える グル コ コ ル チ コ イド依存性の sho r七- = v ed pr otein(s) の関係は全く
不明で ある ｡
そこ で ､ この 葦で は次の様な所に焦点を当て て 調べ る事 に した ｡ (1) 肝のrRNA
合成をグル コ コ ル チコ イ ド以 外に ､ ア ン ドロ ゲン ､ 甲状腺ホル モ ン及び 成長ホル
モ ンと い っ たもの が本当に制御 して い るのか ｡ もしそ れが確認されたら次に (2)
それ ら個々の ホル モ ンの 作用機構は ､ どの様な もの か ､ はたして sho rも- = v ed
protein(s) の 合成を介する の か ｡ (3) 各種ホル モ ン相互 の 関係はUidn elt TaTa
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く1966) が考えた様に並列に ､ 相加的なもの なの か ､ 或は別の 機構か ｡ 以上の 疑問
を解明に賛する ぺ く ､ Ⅱ章で用い た核の po- Ⅰ の活性測定 ､ 並び に抗体による
pot I の定量の 実験に より得られた結果に つ い て 考察する.
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Ⅳ - 2 材料と方法
Ⅳ - 2 - 1 材料
テ ロ キシ ン(Td) と トリヨ ー ドテ ロ ニ ン(T3) は=e r ckより ､ テ ストス テ ロ ン プ
ロ ビオネ - ト及びその 他の試薬は 和光純薬工業より購入した｡ 人の 成長ホル モン
(ソマ トトロ ピン;Cr e s c o rm o n､ 2 1U/nlg) は住友化学より譲り受けた｡
Ⅳ - 2 - 2 動物の取扱い
副腎摘出並びに De x と シク ロ へ キシ ミ ドの投与はⅢ - 2-2 に準じて行 っ た ｡ 甲
状腺摘出は Uis七a r系オ スラ ッ ト (4:週齢 ､ 80g) に 行い ､ 三週間飼育して実験に
用い た ｡ 手術の 成否はそ の後の ラ ッ トの 体重測定に より確認した ｡ 脳下垂体摘出
は同じく 四週齢の ラ ッ トに行 い ､ 手術後飲料水1 リ ッ トル に対し NaC11.305g,
Narl2PO4 1･17g, Na - ク エ ン散 13･01g, 酢散マ グネシウム 6･75g, 塩化カル シウム
o･39g, 酢酸 コ ル チゾ ン 3mgを混ぜ て与えた ｡ 手術の 成否はラ ッ トの体重と精衷重
豊の 変化並び に断頭後 ､ 頭蓋骨を開き 脳下垂体が完全に取り去られて いる事によ
り確認した ｡
ホル モ ンの 連日投与の 効果を調 べ る実験で は ､ 手術後 一 週間何屯処理しないで
飼育複ラッ トを3 グル ー プに 釧ナた ｡ (1) T3 (0･g3〟g/1008 body wt.)､ T4
(2･5 朋 /loos body l]t･)､ コ ル チ コ ステロ ン (30〟g′100g l〕ody t＋,i.)､ デオキシ
コ ル チ コ ス テ ロ ン (2〃g/100g body wt･) を混ぜて 2週間､ 毎日 17:00h に皮下
に注射した o (2) (1)に成長ホ ル モ ン (0･015-U/loos body wt.) を混ぜて投与
した ｡ (3) コ ントロ ー ル と して溶妓で ある ピ ー ナ ッ ツ オイル だけをを投与した ｡
ホ ル モ ンの 一 回投与の みの 効果を調 べ る実験で は ､ 手術後三週間何も処理しな
い で 飼育後 ､ De x(50〟g/100g body wt･), T3 (30LLg′100g bodyJt.塩基性生理
食塩水に溶解)､ 成長ホル モ ン (o･15-∪′100g body ut･ 生理食塩水 に溶解) をそ
れ ぞれ殺す 6 ､ 2 4 ､ 3 時間前に腹腔内に投与した ｡
去勢は 150 - 250g の オス ラッ トを用いて 行い手術後 2 - 5 日置い た後殺す 12
-24h前に テス トス テ ロ ン 7
.
ロ ビイオネ - ト (1mg/100g hodン vi･ ･ 綿実油に懸濁)
を腹腔内 或は皮下に投与した ｡
総て の 場合に 於て ラ ッ トは殺す前夜 に絶食きせた ｡
rV - 2 - 3 そ の 他の 方法
単敏枝に 於けるpo-Ⅰ活性測定に酵素量の 免疫化学的測定､ 並び に蛋白質とDNA
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定選ばⅢ - 2 に准じる .
rV- 3 &.A
nJ - 3 - 1 核の po-Ⅰ活性に及ぼす甲状腺ホル モ ン の効果
”
e ngaged
乃
fo ｢mのpo- Ⅰの活性は甲 棚 摘出後三 那 で正常レベ ル の 60富 まで
減少した｡ これに T3 を 糾 すると 24時間で正常 レベ ル まで 即夏した. - 方 ､”fr e e‖ for m の活性の 変動は認め られなか っ た (Table 4)｡ この 結果は ､ Ⅱ 一 3-1
の Tab7e lで 示したグル コ コ ル チコ イドの 作周とほぼ同じで あ っ た ○ 次に T3で
誘噂された 吋 Ⅰ の 活性がシク ロ ヘネシ ミ ドに より抑制される かどうかを調べ た
の が Fig･ 11である ｡ シクロ へ キシミド投与後 核の ”e ngaged, , fo rmの po= 癌
性は速やかに減少し 絹 間後に ほぼ半分となっ ね o この 酌 Ⅱ -3- 3 の Fig.5 の
結果と 一 致し泡 ｡ こ の 実験中 ､ 甲 棚 摘出時に 80･90g で あ っ たラ ッ トの 楓 ま､
三週間後に 200g 以下で あ ･つ た ( 正常 ･ 未処理の ラ ッ トの 体乱ま 250g 以上に増
加した) ｡
Ⅳ - 3 - 2 核の po1 Ⅰ 活性に及ぼす アンドロ ゲンの 効果
去勢及び ア ンドロ ゲン投与に よる核の pol Iの ”e ngaged” for m の 活性の 変動
は認められ なか っ た (Tab一e 5)｡
rV- 3 - 3
影響
核の polI活性に及ぼ す脳下垂体摘出と種々の ホル モ ン連日投 軸
ラ ッ ト 肝 の 核 の potI活性に対する壁長ホ ル モ ンの 作用を調べ るため ､ 次
の 様な処理をした o 脳下垂体を摘出後 一 週間経 たラ ッ トを 3グル ー プに分け､
(1) 群はニ 週間 甲状腺ホル モ ン とグル コ コ ル チ コ イドの混合物を ､ 毎日投与し､
(2) 群は (1) に
一頃長ホル モ ン を混ぜ て 毎日投与し､ (3) 群は コ ントロ ー ルとL,て
溶媒で ある ピ ー ナ ッ ツオイル ajみ を 毎日投与 した ｡ 結果は
′
l
･
able 6 に示した ｡
脳下垂 体摘出後三週間で ラ ッ ト肝 ･核 の ”e ngaged” fo r nの po7 Ⅰの活性は 1/3
に 減少した ｡ しかし 甲状腺ホル モ ン と グル コ コ ル チコ イド を毎日投与すると
”
e nga 脚
'
fo r mの po-Ⅰの活性は正常レ ベ ル まで 回復して い 泡 o それに
一重長ホルモ ン を追加投与して も pof Iの 活性は ､ それ以上に は ､ 増加しなか っ た｡ 一 方
”
fr e e‖ fo r mのpo] Ⅰ の活性は ” engaged” fo r mと同じ様に変動した ｡ また polⅡ
の 活性は どの 群も同 じ値を示した (デ ー タ不掲載) ｡ この 実験 に おけるラ ッ トの
- う2 -
Tab le 4 E f fe ct of t hyro ” ho rm o ne on R NA poly mera se I act ivi ty
of r at l iv er nuclei.
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form of R NA polym e r a s el u 且s det e l,I--in ed as de s c ribed il一
fo r tl-l､ e e expe ril--e nt5 ui tl- thr e e determil- at io l- Sis sho w ll .
_ 〕う ー
- St imulated R N A
iEi土£9.
体重は スタ ー ト時に 80- 90g に対し､ 三週間後に は ､ (1) 群と(2) 群は120-
140g､ (3) 群はばとん ど体重が増加しなか っ た ｡ 正常 ･ 未処理の もの は 250- 30g
ま で 増加した ｡
Ⅳ - 3 - 4 脳下垂体摘出ラッ トに 種々の ホル モ ンを 一 回の み投与した場合の 核
の
”
e ngaged
”
fo r mの polIの 活性の 変動
次に脳下垂体摘出ラ ッ トに ､ 種々 の ホル モ ンを 一 回投与した場合の核の poI I
の 活性に対する初期効果を調べ て み た (Tab-e 7)○ 脳下垂体摘出後三週間で ､
H
e ngaged
H
れに De,y,
なか っ た ｡
られ た ｡
Ⅳ - ･ 3 - 5
効果
fo r mの pol I活性は正常 ･未処理 の ラ ッ トの 1/3まで減少したカS
l
､ そ
T3 , 成長ホル モ ンをそ れぞ れ単独で 投与して む pol I の晴性は増加し
しか し､ ニ種類の ホル モ ン を併せて 投与すると ､ 明らかに 増加が認め
脳下垂体摘出ラ ッ トの 核の polⅠ活性に対す るシク ロ へキシ ミ ドの
副腎摘出と甲状腺摘出の 場合核の pol I の
け
e ngaged
” fo r mの活性は コ ントロ
ー ル の半分まで しか減少しなか っ たの に対し､ Tab一e 8 で 示す様に脳下垂卸商出
場合は 1/3ま で減少 した｡ そこ で 脳下垂体ラ ッ トに シク ロ へ キシ ミドを投与し
た場合 ､ potI の活性が更に 減少する かどうか調 べ て みたところ ､ 大きな活性低下
は認め られ なか っ た ｡
Ⅳ - 3 - 6 甲状腺摘出と脳下垂体輸出後に おける核小体の po7 Ⅰの量的変動
甲状腺摘出 ､ 或は脳下垂体摘出後の 肝の単離核の ”e ngaged” fo r mのpol I活性
は減少したが ､ こ れに 伴 っ て pol I の酸素量が減少して いるか どうか に つ い て
pot I の抗体を用い て 調べ た ｡ Table 9 に等量点と核小体の DNAと蛋白質当りの
比活性を示したが ､ 明らかに 両方の 場合と屯酵素豊 の減少は認め られなか っ た｡
な お ､ チ オア セトア ミ ドを正常 ラ ッ トに投与 した時は､ ホ ル モ ンの 場合と異なり
24時間後に ” e ngaged” fo r mの pol I の活性増加 (Ande r s o n e七aI. , 1977;
Leon a rd 良Jac ob, 1977) に伴 っ て 酵素豊が 2 - 3倍 に増加する事を示した｡
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先に述 べ た様に ､ 肝の rRNA合成を制御する ホル モ ンはグル コ コ ル チコ イドの
他に 甲 棚 ホル モ ン(Ta七a a Uidn el-I 1966; uidn el-良 Ta七a･ 1966;Via r e ngo
e七 a]･
, 1975;Zo n cheddu e七 a]･ ･ 1･977; lgar a shie七 al･
, 1980)､ 曜長ホル モ
ン(uidn e]f良 Ta七a , 1966; Salman et a)･ , 1972; Bo-Ia 良Den cl(1a, 1966) 及び
ア ン トロ ゲ ン (tJidn e--良Tata･ 1966) が柁告去 れて い る ○ ア ン ドロ ゲンに つ い
て は ､ 鯛 州 ne)-と Ta七a の 結果と異なり ､ 去勢しても肝の 核の polI活性は
全く減少せず こ れに テ ストステ ロ ン を投与して も全く増加しなか っ た(Table 5)｡
テ ストス テロ ンの投与塵と投与法は殆ど同じで あ るの で ､ これ らに 依る差とは考
えらな い が ､ 実験に用い たラッ トの 種類や ､ po- Ⅰの癌性測定法の 速い に依る可鰭
性はある ｡ 彼らの 活性測定法は古い方法で ､ α - ア マ ニ テン を 軌 ､ず ､ 附 に依
り癌性化すもの と ､ =n2 十/(NtJ4)2SO4に依り活性化す る - を各々 pol I と poIⅡ
に 当て はめて い る ｡ 肝の ア ンドロ ゲ ン受容体の 豊は去勢の方法やラ ッ トの週齢等
に 依り多少変動するが ､ 何れ に しても非常に少な く ､ ア ンドロ ゲ ン が肝で rRNA
合成に大きく関与してい る とは考えに く い ｡ - 彼らの報告以外追試の 報告 覗
い ｡ 従 っ て ア ンドロ ゲ ン の 作用は無視して屯よ い と考えられ る ｡
越長ホ ル モ ン が肝の rRNA合成に影響を与えて い る事は 磁下垂 体摘出で 肝
の po= 潤 性が ､ 副腎摘出や 甲状腺摘出以上に減少 (Table 6,7) して いる事から
も判る ｡ しか し この 時を Iga r a shir, (1983) は脳下垂体に依り pol l の酵素豊
が減少する為で あると主張して いる が ､ 今回の著者の実験で は､ 脳下垂体摘出に
依る po] Ⅰ酵素童の 減少は認められな か っ た (Table 9)｡
次に 甲状腺ホ ル モ ン の 場合で ある が ､ 糊 腺摘出及び T3投与に依り核の po7Ⅰ
の ”engaged
n f占｢m の 活性が変動する事 (Table 4) か ら肝の 州NÅ合成を制御し
て いる事は間速い な い様で ある ｡ そして 甲状腺摘出に 依り po- Ⅰの酸素量が減少
しな い事 (Table 9) と ､ シク ロ へ キ シ ミ ドに より po] Ⅰの ”engaged” fo 川 の 活
性が速やか に減少する事 (Fig･11) か ら甲状腺ホ ル モ ン依存性の sho r… v ed
pr ote=1(s) に依り ､ 肝の rRNA 合成を制御 して い るとす る考え (Zo n cheddu et
al･
, 1977) が 支援きれる ｡ この 事はグル コ コ ル チ コ イドの 場合と額似して いるが ､
同 一 の sho ｢トIiv ed pr otein(s) の 合成を甲 棚 ホル モ ン とグル コ コ ル チコ イ ド
が制御して いる か どうか とい う疑問が残る ｡ 直接こ の 疑問に答える事はできな い
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が ､ シク ロ ヘ キシ ミ ドに 依る pol 工の =e ngaged” fo r ”の 活性が De/y に依り誘導
きれた場合は 15分で 副腎摘出レ ベ ル まで 減少するの に 対し､ T3 で誘導きれた場
合は 30-40分で 甲状腺摘出レベ ル まで 減少する事 (Fi呂･11), 副腎摘出或は甲州泉
摘出単独で は脳下垂体摘出レ ベ ル まで po- Ⅰの ”e nBaged” fo m lの措性が減少し
な い (Tahle l･4･6) 等の事実は ､ お互い に異な っ た shor - v ed prot.e=1(s) の
合成を制御して い る可 貼性を示すもの で ある ｡ 今後 ､ 増養細胞を用いた研究等に
依り更に 深い検索が必要で ある ｡
最後に肝の ｢RNA合成の制御 に於けるホル モ ン 間の相互作用に つ い てで あるが ､
uidn eH と Tata (1966) が肝の rRNA合成に は ､ ア ン 佃 ゲン ､ 甲状腺ホル モ ン
及び 成長ホル モ ンがそ れぞ れ相加的に 臥 ､て いると報告して以来､ 現在に至るま
で多く の研究者達が ､ こ の説を引周して きた ｡ しか し彼等の 実験は pol I, po】Ⅱ
poI Ⅲ のア ッ セイ 馴 瑞 全に確立する以前に行わ れ 紬 の で あり再検討する必要
が ある ｡ 著者の 実験で ､ 脳下垂体摘出後の ラ ッ トヘ Dex､ T3 或は成長ホル モ ンを
各々単独で投与した場合と組合せ て投与した場合の 結果 (Tab-e 7) に特に塊昧が
引かれる ｡ 各々の ホ ル モ ンを単独で 投与して も polI の ”e ngaged” for M の癌性
は全く増加 しな いが ､ ニ種類の ホ ル モ ンを投与した場合 (Dex と T3 ､ GHと De ^J
及び Gtlと T3)､ 初め て pol I の晴性が増加した｡ グル コ コ ル チ コ イドと甲状腺
ホル 毛 ンの 受容体が直接 DNA の転写を調節する(Be a七o et a-･ , 1985;1ノa m a m o七 ,
1985) の に 対し ､ 堪長ホル モ ンは - 般に ソマ トメゾン C の合成を介して働くとき
れて いる(Cho chjn ov 良 Da ughaday, 1976)｡ ソマ トメ ゾンC はいろ いろ なな細胞の
膜の 受容体を介して 作周す るときれて いるの で ､ 越長ホル モ ンとグル コ コ ルチコ
イ ド或は甲状腺ホル モンの rRNA合成に於 ける協同効果が考えられる ｡ 但し具休
的軽重長ホル モ ンが どの様な代謝経路を通 じて rDNA の転写に影響を与えて いる
の か ､ また Dex と T3 だけでも polI の ”e ngaged
”
fo r mの活性が増加する
(Table 7) の は何故か等の 疑問が残る ｡
ま た今回の 実験よ りは っ･きり した事は ､ まず脳下垂体摘出ラ ットに シクロ へ ヰ
シ ミ ドを投与して も poII の 〃 e ngaged
”
fo r mの活性は大きく減少しない事 (Ta
b le 8) から ､ 肝に 於て sho rt- liv ed pr otein(s) の 合成を制御して いるの は脳下
垂体支配の ホル モ ンに 限ら れる事 ､ 次に肝の rRNA合成に対するグル コ コ ル チコ
イドと甲 糊泉ホル モ ンの作用 は ､ 成長ホル モ ン孝介する もの で はない事である ｡
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肝の ｢RNA 合成に影響 を与えるホ ル モ ンと して ､ グル コ コ ル チコ イド､ 甲状腺
ホル モ ン ､ アン ドロ ゲン及び成長ホル モ ン等が知られて い たが ､ この うちア ンド
ロ ゲ ンの 影響は､ 本絹の 実験で は全く認められな か っ たの で (Table 5)､ こ れを
除外し ､ 他の ホル モ ン ､ 即ち グル コ コ ル チコ イド ､ 甲状腺 ホル モ ン 及び成長ホル
モ ンの 作用に つ い て調 べ た ｡
脳下垂 体に於ける成長ホ ル モ ンの 合成分泌は､ グル コ コ ル チコ イドと甲 棚 ホ
ル モ ンに依 っ て 制御され てい る事 (=o o r e e七 al･ , 1985;
･
Lar s e n' e七 al 1986;
Nybo rg 良Soindte r, 1986) が知られて いる が ､ 肝の rRNA合成に対するグル コ コ
ル チ コ イドと甲 棚 ホ ル モ ン の主たる 鯛 が ､ こ の嘩長ホル モ ンの 合成を介して
働い て いる事は否定きれ た (Table 6)｡ 但し成長ホル モ ン が全く存在しな い状態
で はグル コ コ ル チコ イ ドと甲状腺ホル モ ンが初期効果として ､ rRNA 合成に影響を
与えな い事が判明した (Table 7) の で ､ これ らホ ル モ ンが働く場 帥 る為に ､′革長ホル モ ンが働い て い る と考えられる ｡ この点に 凱 て は鶏の 軸卵管の卵白蛋白
質 (オパ ル ミ ン ､ コ シ ァル ア ミ ン ､ オブム コ イ ド及び リゾ - ム) の 合成に於け
る成長/1uLモ ンの 作用 に 関する Ev a n sら (1981) の幸陀 が興味ある . これに 依る
と卵白蛋白質の 遭伝子の 発現は ､ 本来 エ ス トロ ゲン に依り制御されち いるが
(o'rla71ey et a-･ ･ 1969;Pa-mite r良 ur e n n･ 1971;SchJ
･
mke et af･
, 1975;
‖yn e s e七 al･ , 1979)､ この 作用が脳下垂体を摘出すると消失する とい う ｡ 彼等は
脳下垂体摘出に依りソ マ トメ ジン C の 影響が消失 した為で ある と考えた ｡ 彼等 は
ス テ ロ イドホル モ ン に依る特異的連伝子の発現に は ､ こ れらペ プチ ドホル モ ン に
依り ､ 細胞内のcA=Pの レベ ル が調節ざれ ､ その 結果 cA卜-P依存性の 蛋白 馳 酸化
酵素が活性化きれ ､ 何等か の 蛋白質が燐 靴 きれ る事が必要 で は ないかと論じて
いる ｡
グル コ コ ル チ コ イドと甲状腺ホル モ ン の 作 舶 考える時 ､ 一 般 に は特定の蛋白
質の 遺伝子の 転写制御に 目が向けられて いる ｡ この 際 ､ これ らホ ル モ ンは核内の
受 納 と結合した後､ 受容体 ･ ホ ル モ ン複合体が 速伝子の プ ロ モ タ - / エ ン ハ ン
サ ー 領域に結合し､ そ の 遭伝子を発現きせる と考え られて い た (Beato et･ al.
,1∈)85; Vam oto , 1985)｡ 最近グル コ コ ル チコ イ ド (Ho= 釧 be rg e七 al. , 1985;
卜Iie sfeldet all , 1986)､ プ ロ ゲ ス - ン(Je-ts ch et a-･
, I(J86;C()川1e ely
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et a)･ , 1986) エ ストロ ゲ ン (Gre e n e七 al･ ･ 1986;Krus七 e七 a7･ .1986) 及び甲棚 ホ ル モ ン (Sap et a-･ , 1986; ue J･ nbe rge r et a-･ , 1986) の受容体が相次い
で ク ロ ー ニ ング きれ ､ その 塩基配列が決定去れた ｡ それに 依り これらの DNA結合領 恥 塙遺伝子の e rb Aと相同性を持 つ 事が明かと なり ､ ホル モ ン 矧 紬 DNA
へ の 結合に 関する問題は､ ますます注目を浴びる事に な っ 為 ｡
そこ で 肝の ｢DNA転写に対する これ らホル モ ン作 舶 ､ 受容 舶 介して 直接
｢DNAに結合する事で 影響を与えて い るの で はな い かと いう考えも出されてい る
(scheide r eitet a-I , 1986) が ､ 本 恥 結果は ､ こ れを支持せず ､ 間 抑 制 臥
即ち い わゆる sho rt- liv ed pr otein(s) を介する鋭を支持する ○ 木 靴 おいては
ま た ､ ｢RNA合成にはホ ル モ ン の制御を - 朋 紺 と 鮒 な い部分があり ､ 榊 ぬ
み が sho ｢トI iv ed pr otein(s) に依り制御きれて い る事を明らかに した ｡
こ の sho rト =v ed pr ote J
･
n(s) の実態は ､ まだ明か に な っ て いない ｡ しかし ､
本論で述 べ た様に ThoMPS O nらの -ympho sa r c o 川a 細胞を伺い 紺 究で 示きれた
T‖C との相似性が強い の で ､ こ の 因子の性質を更に 詳しく調べ て いく事が望ま し
い が ､ 琉 馴皆で は ､ まだ精製が進んで いな い ｡
もう 一 つ の方向は､ 核の 蛋白質燐酸化酵素で ある N Ⅱキ - ゼ側から攻め 帥
り方で ある ｡ 既に著者の 研究室で は ､ ラ ツ = 干の核の 非ヒ ストン蛋白質の ホル モ
ン に 依る燐酸化と rRNA合成の 関係に つ いて 調べ て いた (su2 ukl･ e七 a7. , 1985,
1987)｡ 最近 ､ 肝の 核小体の 11= Da の蛋白質の 燐酸化がグル コ コ ル チコ イドで
調節きれ て いる事を見い 出した ｡ こ の 110-kDa の 蛋白質の燐酸化の程度と核の
po] Ⅰの ”e ngaged
” for m の措性は富憎 摘出及びグル コ コ ル チ コ イド投与に 依り同
じ様に 変動し ､ また ､ シ ク ロ へキシ ミ ドを投与する事 で両方共速やか に減少する｡
そ して こ の原因は､ 核内に 局在する N Ⅱキナ - ゼの 核小体で の 量の 変動に起因す
る事 を明かに した (Su 2 ukJ
･
et aJ･ , 1987)o そ こ で N Ⅲキ - ゼ及び これに 依る
燐酸化とホル モ ンに依る rRNA合成制御との 関係が今後の 興味ある 間 配 な っ て
いる ｡
最後に ､ sho rt- =v ed pr otein(s) とブロ トオン コ ジ ー ン の 産物との 関 舶 調 べ
て ゆ く事も重要と考えられる ｡ 核内に 存在すると きれて い る c-(wc､ c -fo s､ c -
myb 或は p53らの産物は 一 般に 半減期が短く ､ G功 - Gl期に発現し ､ 燐酎ヒを受
け易い 等の性質を持ち (Bishop, 1983; Aaron s o n e七 al, , 1985; ‖o rika u aet
_ Lt2 -
al･ , 1986; MuHe r･ 1986)､ 転写制御因子として の 機 舶 ある(c - myc)(Kingsto n
et al･ , 1984) 等､ sho rモー 1iv ed pr otein(s) に類似した 舶 多い ｡ そ こで細胞増
殖と rRNA 合成の 関係に於て ブロ トオ ン コ ジ ー ンと sho r七-lived pr otein(s) の
相関を研究する事も ､ 欠かせな い課題と な っ て来 た ｡
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